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II. RESUMEN 
En la rizósfera como zona de actividad biológica, se pueden encontrar diversidad de 
microorganismos como bacterias del género Pseudomonas que se caracterizan por 
controlar patógenos como Phytophthora cinnamomi, también por ser promotores de 
crecimiento (PGPR). Por esta razón en la presente investigación se aislaron bacterias del 
género Pseudomonas de la rizósfera de palto de las provincias de Lima, Huaral y Casma. 
Se seleccionaron 6 cepas (R2, R5, R7, R10, S10 y S6) con las que se realizaron pruebas 
para evaluar su capacidad biocontroladora de P. cinnamomi, in vitro e invernadero. En la 
prueba de antagonismo in vitro, las cepas S6 y S10 controlaron un 30.3 y 44%; 
respectivamente. En condiciones de invernadero se inocularon cepas de Pseudomonas en 
plantones de palto cv. Zutano de 4 meses de edad, a los cuales se les hizo un seguimiento 
de cinco meses, evaluando al finalizar variables como severidad en raíces, incremento de 
altura, peso fresco radicular y foliar y porcentaje de materia seca radicular y foliar.  En 
invernadero, las mejores cepas en el control de P. cinnamomi fueron S6, R2, R7 y R10 que 
controlaron un 55.2, 39.5, 33.7 y 31.0%; respectivamente. En el incremento de altura, las 
cepas S6, R2, R7 y R10 alcanzaron 11.4, 9.3, 7.6 y 5.1cm; respectivamente. El porcentaje 
de materia seca de raíces, las cepas S10, R10, R7 y R5 obtuvieron 29.6, 27.5, 27.9 y 
25.7%; respectivamente. En este estudio se observó que si bien la aplicación de 
Pseudomonas ejerce un control sobre Phytophthora cinnamomi también induce el 
crecimiento radicular y apical de la planta. 
 
Palabras claves: rizósfera, Pseudomonas, palto, PGPR 
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ABSTRACT 
In the rhizosphere as a zone of biological activity, a variety of microorganisms can be 
found as bacteria of the genus Pseudomonas that are characterized to control pathogen like 
Phytophthora cinnamomi, also to be promoters of growth (PGPR). For this reason, in the 
present investigation, bacteria of the genus Pseudomonas were isolated from the 
rhizosphere of avocado from the provinces of Lima, Huaral and Casma. Six strains (R2, 
R5, R7, R10, S10 and S6) were selected for their antifungal activity against P. cinnamomi 
in vitro and in the greenhouse. In the in vitro antagonism test, strains S6 and S10 controlled 
30.3 and 44 %, respectively. Under greenhouse conditions, Pseudomonas strains were 
inoculated on avocado cv. Zutano of 4 months of age, who were followed up for five 
months, evaluating at the end of variables such as root severity, height increase, fresh 
radicular and foliar weight and percentage of root and leaf dry matter. In greenhouse, the 
best strains in the control of P. cinnamomi were S6, R2, R7 and R10 that controlled 55.2, 
39.5, 33.7 and 31.0 %, respectively. In the increase of height, the strains S6, R2, R7 and 
R10 reached 11.4, 9.3, 7.6 and 5.1cm, respectively. The dry matter content of roots, strains 
S10, R10, R7 and R5 obtained 29.6, 27.5, 27.9 and 25.7 %; respectively. In this study, it 
was observed that although the application of Pseudomonas exerts a control on 
Phytophthora also induces the root and apical growth of the plant. 
 
Key words: avocado, PGPR, Pseudomonas, rhizosphere. 
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II. INTRODUCCION 
El Perú tiene un área productora de palto aproximadamente de 30,320 hectáreas con una 
producción de 349,317 toneladas. Los departamentos costeros (La Libertad, Lima, Ica y 
Ancash) poseen mayor superficie sembrada (MINAGRI, 2014).   
El Perú es el segundo exportador de palta a nivel mundial, con 175.6 millones de kilos 
enviados (Arteaga, 2016). Por tanto, la producción de palta en el Perú seguirá siendo 
negocio por la apertura de nuevos mercados y nuevos consumidores que valoren sus 
propiedades nutricionales. 
La producción del palto depende de factores climáticos, edáficos, nutricionales y 
sanitarios. Dentro del aspecto sanitario, las enfermedades constituyen uno de los factores 
que incrementan los costos de producción del fruto. Entre las de mayor importancia se 
encuentra la ‘tristeza del palto’ causada por Phytophthora cinnamomi (Chromista, 
Heterokontophyta). Este patógeno limita el desarrollo del árbol, reduce la producción y la 
calidad de fruta, afectando directamente la rentabilidad.  
En la actualidad, este oomyceto es controlado por productos químicos, como fosetil-Al y 
metalaxyl (Darvas y Backer, 1984; Mora et al. 2007), pero el constante uso de productos 
químicos disminuye su efectividad en el tiempo debido a la resistencia que éste 
fitopatógeno desarrolla hacia el fungicida.  
Por estas razones se opta por un control biológico y así aprovechar los microorganismos 
del suelo con actividad antifúngica, entre ellos las bacterias del género Pseudomonas, 
responsables de la supresividad de algunos patógenos de suelo (Raaijmakers, 2002). 
  
  14 
 
Las bacterias del género Pseudomonas han sido ampliamente estudiadas como 
controladores biológicos por su capacidad de colonizar la raíz, competir agresivamente con 
otros microorganismos, adaptarse a diferentes situaciones de estrés ambiental, sintetizar 
antibióticos, enzimas, volátiles y activar la resistencia sistémica en plantas (Weller, 2007). 
Por tal motivo en la presente investigación se evaluó (1) in vitro; el efecto antagónico de 
cepas de Pseudomonas spp. aisladas de la rizósfera de palto sobre Phytophthora 
cinnamomi, medido por el avance del patógeno en centímetros y (2) en invernadero; la 
severidad de la infección de P. cinnamomi en plantones de palto previamente inoculados 
con las cepas de Pseudomonas spp., medido por el porcentaje de lesión en raíces y el 
efecto de las cepas en el crecimiento de las plantones de palto, medido por el incremento 
de altura del tallo en centímetros. 
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III. REVISIÓN DE LITERATURA 
4.1 CARACTERIZACIÓN DEL SISTEMA RADICULAR DEL PALTO 
Los paltos poseen un sistema radical superficial, extensamente suberizado, relativamente 
ineficiente, con una baja conductividad hidráulica y baja frecuencia de pelos radicales 
(Wolstenholme, 1987).  
La densidad de raíces depende de las variables temperatura y humedad de suelo (Gregory, 
1992). La arquitectura radical del palto se divide bajo condiciones adecuadas de 
crecimientos en ramificaciones, las cuales van asumiendo posiciones laterales. Éstas 
laterales primarias se dividen en su mayoría bifurcándose en laterales secundarias, las 
cuales a su vez se vuelven a dividir, pero en ángulos más abiertos. Este sistema de 
ramificaciones desarrolla gran cantidad de raicillas (Gregoriou, 1980). 
Whiley et al. (1987) señalan que el mayor volumen de raíces está distribuido en los 
primeros 45 cm del suelo, donde las raíces son vulnerables a los rápidos cambios del medio 
ambiente. Es por ello que el palto no necesita de suelos muy profundos (Calabrese, 1992). 
Las nuevas raíces, de color blanco (Gregoriou, 1980) son activas en la absorción de agua y 
nutrientes, y son de diámetro menor a 2 mm (Villablanca, 1994). Las raíces de palto se 
pueden clasificar en tres tipos (Wiegand, 1999): pequeñas (0 a 1.3 mm), medianas (1.4 a 
2.2 mm) y grandes (mayor a 2.2 mm). Las raíces cortas menores a 2 mm alcanzan hasta a 
un 80 % del total del volumen o peso de raíces, son de efímera existencia (máximo dos 
años), al comienzo son tiernas y blanquecinas, pero luego se tornan suberizadas de color 
pardo (Salazar y Cortés, 1986; Du Plessis, 1991; Silva y Rodríguez, 1995; Gil, 1997; 
Gardiazabal, 2007). Las raíces finas dominan sobre las más gruesas.  
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Durand y Du Plessis (1990) indican que los paltos requieren riegos cortos pero frecuentes, 
ya que aumenta los niveles de aireación del suelo, se reducen las pérdidas de agua por 
percolación y mantienen un nivel óptimo en los períodos de máxima demanda.  
Las mayores tasas de crecimiento de raíces se obtienen entre los 18 y 23ºC (Whiley et al., 
1988; Tapia, 1993; Casale et al., 1995). 
4.2 Phytophthora cinnamomi (Rands) 
En 1922, Phytophthora cinnamomi fue aislado de cancros de árboles de canela en Sumatra 
por Rands; se reporta como habitante del suelo, se desarrolla en las raíces y base del tallo, 
ataca a más de 850 hospedantes, tales como: palto, piña, pino, ciprés, coníferas, durazno, 
encino, macadamia, papaya, eucalipto, azalea, siendo detectado atacando palto por primera 
vez en Estados Unidos, por Tuker en 1929. En Perú en 1950 se calcularon 50 mil árboles 
enfermos (Mora et al., 2000). 
La “podredumbre de raíz del palto” como es llamado entre algunos países, adquiere interés 
por los daños que causa, desde la disminución en rendimiento, pérdida de árboles e incluso 
de huertos y de zona productoras. Afecta económicamente a muchos productores de palto 
que se encuentran con este problema, porque limita el desarrollo del árbol, reduce la 
producción y la calidad de fruta, y con ello incrementando los costos del cultivo, afectando 
directamente la rentabilidad (Mejía y Ramos, 2003). 
4.2.1 TAXONOMÍA 
Clasificación filogenética de chromista basada en relaciones evolutivas, según: Barr, 1992; 
Patterson y Sogin, 1992, Hawksworth, 1994.  
Reino:      Chromista 
Phylum:   Heterokontophyta  
Clase:      Oomycetes 
Orden:     Peronosporales 
Familia:   Pythiaceae 
Género:    Phytophthora 
Especie:   P. cinnamomi  
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4.2.2 SINTOMATOLOGÍA 
La pudrición de las raíces por P. cinnamomi provoca un declinamiento progresivo del árbol, 
en el cual se observan hojas más pequeñas que lo normal, usualmente de color verde pálido o 
amarillentas y a menudo marchitas.  
El sistema radicular puede quedar totalmente destruido.  En un estado más avanzado, los 
árboles se defolian completamente, hay muerte de ramas pequeñas, caída de frutos y 
finalmente la muerte del árbol. En la última etapa de la enfermedad, las raíces secundarias 
se encuentran ausentes y si las hay son negras y quebradizas y en estado de pudrición. Las 
raíces principales o más grandes son atacadas una vez que el árbol se encuentra debilitado, 
lo cual puede ocurrir en 2 o 5 años posteriores al inicio del ataque (Marais, 2002). 
4.2.3 DESCRIPCIÓN DEL PATÓGENO 
Waterhouse y Waterston (1966) lo describen con micelio toruloso con hifas de hasta 8 μm de 
espesor, hinchazón de hifas en racimos, típicamente esféricos, con un diámetro promedio de 
cultivo de 42 μm. Los esporangios son delgados (3 μm). Los esporangios son ampliamente 
elipsoide a ovoide, 57 x 33 μm (hasta 100 x 40 μm), sin papila con ligero engrosamiento 
apical, los cuales se forman únicamente en solución acuosa de extracto de suelo. Las 
clamidosporas son usualmente esféricas, de pared gruesa, de 18-48 μm de diámetro (Wager, 
1942). 
 
 
Figura 1: Estructuras de Phytophthora cinnamomi de izquierda a derecha: (1) 
esporangios, oospora y clamidosporas y (2) micelio toruloso (Drenth y Sendall, 2001). 
 
 
1 2 
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4.2.4 CICLO DE LA ENFERMEDAD 
Phytophthora cinnamomi produce diferentes estructuras que están involucradas en el 
desarrollo de la enfermedad y en la sobrevivencia. Estas estructuras son las zoosporas, 
clamidosporas y oosporas (Marais et al, 2002). 
Las zoosporas se forman dentro del esporangio (de 40 a 60), son liberadas en gran número y 
se trasladan a través del agua mediante flagelos; por el suelo, mediante el agua que pasa por 
los poros del suelo. El movimiento se debe a que son atraídas por sustancias que exudan las 
raíces de la planta “quimiotaxis positiva” (Zentmyer, 1985).  Una vez que se han alojado, se 
enquistan y germinan (entre 24 a 48 horas) produciendo el tubo germinativo que es el que 
penetra la raíz (Aveling y Rijkenberg, 1986). 
Marais y De La Harpe (1981) visualizaron las hifas de P. cinnamomi acuñadas entre las 
células corticales adyacentes de raíces de vid, las cuales colapsaron y se produjo la 
granulación del citoplasma. La penetración del patógeno fue por la entrada intercelular de la 
epidermis. 
Posteriormente el micelio se desarrolla y va invadiendo el tejido de la raíz, causando daño 
celular y pudrición. La transmisión del micelio puede darse de planta a planta vía contacto de 
la punta de las raíces. Cuando existen condiciones de sequía, el oomyceto produce 
clamidosporas, las cuales son estructuras de resistencia. Estas se forman dentro de la raíz y 
son liberadas al suelo cuando la raíz muere. A bajas temperaturas del suelo (6 a 12 ºC) se 
producen las oosporas, que son otro estado de resistencia del oomyceto (Zentmyer, 1985). 
Las clamidosporas y oosporas pueden ser viables por varios años (seis años) en el suelo y 
causar una nueva infección cuando las condiciones de humedad y temperatura son 
favorables. Ambas germinan y dan origen a esporangios los cuales producen zoosporas 
infectantes (Marais et al., 2002). La humedad del suelo es el principal factor ambiental que 
influye en el desarrollo de esporangios y las temperaturas bajas en la liberación de zoosporas, 
las que en presencia de una película de agua por quimiotaxis se dirigen hacia las raíces para 
infectarlas (Zentmyer, 1985). 
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P. cinnamomi sobrevive en restos vegetales muertos. La fase saprofítica puede permitir un 
incremento en la población del patógeno. Este patógeno sobrevive también en el suelo como 
micelio, esporangio, quistes de zoosporas, clamidosporas y oosporas. El micelio de P. 
cinnamomi vive más de 6 años en suelo húmedo (Mc Donald, 1978). Este patógeno es 
heterotálico; las oosporas son muy raras, y de germinación lenta (Zentmyer, 1980). 
4.2.5 INTERACCIONES AMBIENTALES CON EL HOSPEDANTE Y EL 
PATÓGENO 
Los factores ambientales incluyen: factores físicos (temperatura, humedad, textura del suelo 
entre otras), químicos (pH e intercambio iónico) y biológicos (bacterias, hongos y el 
crecimiento radical entre otras). Cada uno de estos factores y sus componentes varían en el 
tiempo y espacio y cada interacción lleva consigo una secuela de interacciones, por lo que se 
conoce al ambiente como dinámico, heterogéneo y de gradiente complejo (Cook et al., 1995) 
A. HUMEDAD DEL SUELO 
La humedad del suelo es un factor ambiental primario que influye en el desarrollo de la 
pudrición de la raíz, en cuanto a la esporulación y proceso de infección resultantes. La alta 
humedad del suelo aumenta la infección, principalmente, debido al incremento de la 
formación de esporangios y las condiciones apropiadas para la liberación de zoosporas, 
movilidad y movimiento al sitio de infección (Zentmyer et al., 1994).  
La predisposición de la enfermedad ante excesos de riego, se debe a que Phytophthora 
cinnamomi forma esporangios sólo en medio de cultivos líquidos a diferencia de otras 
especies del mismo género. Además, el medio de cultivo líquido es esencial para la 
liberación de zoosporas desde el esporangio para su subsecuente dispersión, favoreciendo de 
esta manera el desarrollo de esta enfermedad. Ataca y penetra las raicillas de 1 a 3 mm de 
diámetro (Zentmyer, 1985). En concordancia con lo anterior Du Plessis (1991) señala que en 
suelos pesados siempre existe el peligro de sobresaturar los primeros estratos cuyas 
condiciones físicas y químicas empeoran con el tiempo, afectando la zona donde se 
encuentra el mayor número de raíces. 
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B. TEMPERATURA 
La especie P. cinnamomi tiene un rango corto de temperatura en la cual puede formar 
esporangios, lo que limita su actividad patogénica a ciertas estaciones del año (Zentmyer, 
1980).  En invierno, las bajas temperaturas del suelo reducen la actividad del pseudohongo 
(Gardiazabal, 1991 y Whiley et al., 1988). El mayor daño es causado en los meses de verano, 
donde se dan las mejores condiciones para el desarrollo del patógeno, con una gran 
abundancia de raíces finas absorbentes, susceptibles a la infección por el pseudohongo 
(Zentmyer, 1980). Las temperaturas óptimas para la infección de Phytophthora cinnamomi 
fluctúan entre 21-30 ºC, mientras que hay poca o nula infección a 33 ºC o entre 9-12 ºC 
(Zentmyer et al., 1994).  
 
 
Figura 2: Curva de crecimiento de Phytophthora cinnamomi en el medio de cultivo 
Zanahoria-Agar (Sánchez et al., 2003). 
C. INTERACCIÓN EN EL SUELO 
P. cinnamomi puede sobrevivir en el suelo como micelio, esporangio, clamidosporas y 
oosporas y la supervivencia puede extenderse en presencia de un sustrato orgánico (Weste y 
Vithanage, 1979). El micelio de P. cinnamomi puede sobrevivir al menos seis años en el 
suelo húmedo También sobreviven las clamidosporas, sólo si la humedad del suelo es 
superior al 3 % (Zentmyer y Mircetich, 1966). 
En relación al pH, se favorece con suelos neutros a ácidos.  Cuando este fluctúa entre 5.5 y 
6.0 es ideal para la infección y desarrollo del pseudohongo (Zentmyer, 1980). 
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4.3 SUELOS SUPRESIVOS 
Son aquellos que tienen capacidad para controlar enfermedades de origen edáfico (Broadbent 
y Baker, 1974 y Rodríguez-Zaragoza, 1994). Estos suelos existen de forma natural y deben 
ser buscados en aquellas zonas en donde esté el patógeno y acontezca la enfermedad. Por su 
modo de acción pueden ser clasificados en suelos que impiden el establecimiento del 
patógeno o que permitiendo su establecimiento impide su total o parcial manifestación (Reis, 
1991).  
Las interacciones negativas: comensalismo, depredación y parasitismo, entre las poblaciones 
microbianas del suelo constituyen la base natural del control biológico de plagas y 
enfermedades (Atlas y Bartha, 2002). Son estas interacciones las que se manifiestan en la 
mayoría de los suelos supresivos. Es así que las bacterias cumplen un papel muy importante 
en especial las pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Bacillus que actúan en la 
degradación de factores de virulencia de patógenos, por medio de cultivo de toxinas 
(Broadbent y Baker, 1974 y Toyoda et al., 1988), en la inactivación de factores de 
germinación, presentes en los exudados radiculares (Nelson, 1992), y además produciendo 
enzimas extracelulares que pueden degradar las paredes de las células del patógeno 
(Fridlender et al., 1993). 
4.4 RIZÓSFERA 
En 1904, Hiltner definió la rizósfera como la parte del suelo donde el sistema radical induce 
la proliferación microbiana. Esta región, comprende entre 1-2 mm de suelo a partir de la 
superficie de la raíz. (Algunos autores consideran que el efecto puede extenderse hasta 4 
mm). En esta zona se distinguen endorrizósfera (zona de tejido cortical donde pueden 
proliferar los microorganismos), rizoplano (superficie radical) y suelo rizosférico (Figura 3).  
La presencia de patógenos en el suelo impone una presión selectiva sobre las plantas. Esto 
favorece la selección y supervivencia de las plantas que albergan en su rizósfera a 
microorganismos antagónicos a los patógenos. Esta estrategia natural de asociarse con los 
enemigos del patógeno ha sido aprovechada en los cultivos. En los cultivos de trigo se ha 
conseguido un incremento en la productividad de 33 % aplicando Pseudomonas que inhiben 
al hongo Gaeumannomyces graminis. Este es un caso, como muchos otros, en el que plantas 
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y animales se mantienen libres de infecciones por patógenos gracias a las floras microbianas 
naturales que albergan (Cook et al., 1995). 
 
Figura 3: Partes de la zona de la rizósfera (Morales, 2013) 
La producción de antibióticos para eliminar competidores requiere de un alto suministro de 
carbono. En la rizósfera se conjuga dicho suministro, un ambiente de alta interacción y 
actividad microbiana y una gran competencia, por lo que es un sitio en donde la síntesis de 
antibióticos puede ser ventajosa en la colonización. 
Además de la competencia entre los microorganismos de la rizósfera, otro factor biótico que 
afecta la dinámica de las poblaciones es la depredación. En cada gramo se suelo viven 
millones de protozoarios que se alimentan principalmente de bacterias y de hongos (Ekelund 
y Ronn, 1994; Rodríguez-Zaragoza, 1994). 
4.5 BACTERIAS ENDÓFITAS 
Las bacterias endófitas residen en los tejidos de las plantas, principalmente en los espacios 
intercelulares, raramente en espacios intracelulares y dentro de tejidos vasculares sin causar 
síntomas de enfermedad en la planta (Pérez et al., 2009). La mayoría de las endófitas 
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colonizan diferentes compartimentos de la planta como apoplasto, incluyendo los espacios 
intercelulares de las paredes de las células y vasos del xilema. (Stone et al., 2000). 
Las bacterias endófitas son reconocidas como microorganismos que pueden ser aislados de 
tejidos vegetales y visiblemente no perjudican a éstas (Hallmann et al., 1997; Sakiyama et 
al., 2001). 
Las bacterias endófitas pueden ser usadas como agentes de biocontrol mediante la 
producción de antibióticos (Ezra et al., 2004), y producción de enzimas como hidrolasas 
(Chernin y Chet, 2002), quitinasas (Frankowski et al., 2001), laminarinasas y gluconasas. De 
otra parte las endófitas han sido reportadas como inductoras de resistencia sistémica (IRS) 
(Ait Barka et al., 2000, Ait Barka et al., 2002). Por ejemplo, la cepa de Pseudomonas spp. 
PsJN una bacteria endófita identificada en plantas de cebolla, inhibe el crecimiento del 
hongo Botrytis cinerea reduciendo su crecimiento y para luego colonizar los tejidos de estas 
plantas (Barka et al., 2002). 
La colonización de plantas por bacterias endófitas como agentes de control biológico 
inducen diferentes modificaciones en la pared celular como la deposición de calosa, pectina, 
celulosa y compuestos fenólicos que inducen la formación de una barrera estructural en el 
sitio potencial de ataque del fitopatógeno (Benhamou, 2000). Otro de los mecanismos común 
de respuesta de las plantas colonizadas con endófitas frente a los fitopatógenos es la 
inducción de proteínas relacionadas con la defensa como peroxidasa, quitinasa y β-1,3 
gluconasa (Fishal et al., 2010). Lo más probable es que exista una combinación de varios 
mecanismos de biocontrol exhibido por muchas bacterias endófitas. Esta hipótesis es 
apoyada por el hecho de que algunos compuestos antimicrobianos están involucrados tanto 
en la antibiosis y la activación de ISR (Ongena et al., 2007). La presencia de otros 
mecanismos, como la competencia por el hierro y por sitios de colonización es propuesta 
para algunas endófitas basadas en el análisis de sus genomas. 
Las bacterias como Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens han sido 
identificadas por poseer actividades promotoras de crecimiento, mediante la versatilidad 
metabólica que poseen y la capacidad de utilizar diversos sustratos liberados por la planta 
para su desarrollo. Adicionalmente poseen tiempos cortos de generación, alta movilidad, 
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fijación biológica de nitrógeno, capacidad para colonizar las raíces y producción de 
metabolitos secundarios que pueden regular el crecimiento vegetal y regular las 
poblaciones microbianas rizosféricos (Kapulnik, 2002). 
4.6 GÉNERO PSEUDOMONAS 
Las Pseudomonas spp. son cosmopolitas y su presencia les permite colonizar cualquier 
sustrato imaginable. Algunas de éstas tienen un marcado carácter antagonista frente a otros 
microbios (Noval, 1991).  
Una característica importante de éste género es que no tiene la capacidad de formar esporas 
como estructuras de resistencia (Holt et al., 1994). 
Las Pseudomonas muestran actividad antagonista tanto in vivo como in vitro y además de 
aparecer frecuentemente en los aislamientos provenientes de la rizósfera de varios suelos, 
normalmente son las bacterias cultivables más numerosas (Howell y Stipanovic, 1978). 
4.6.1 TAXONOMÍA 
Clasificación según la novena edición de Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology: 
Dominio: Bacteria  
Phylum: Proteobacterias 
Clase: Gammaproteobacterias 
Orden: Pseudomonadales 
Familia: Pseudomonadaceae 
Género: Pseudomonas 
Especie: P. fluorescens, P. putida y P. chlororaphis 
 
4.6.2 CARACTERÍSTICAS GENERALES 
Según Palleroni (1984), mencionado por Noval (1991) presentan células en forma de varillas 
rectas o ligeramente curvadas, cuyo tamaño oscila entre 0.5-1.0 μm de ancho por 1.5-5.0 μm 
de largo; son gram-negativos y móviles mediante uno o varios flagelos polares; organismos 
aerobios. Son también productores de catalasa, reacciona en presencia de peróxido de 
hidrógeno. 
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Las condiciones para su crecimiento óptimo son una temperatura entre 25 y 30 °C y pH 
neutro (Palleroni, 2005). 
Un rasgo característico de todas las especies de éste género, es la producción de pigmentos 
fluorescentes, que se hacen visibles en medio de cultivos deficientes de hierro, como es el 
King-B (Noval, 1991). Las pioverdinas son de color verde-amarillento, soluble en agua y 
con fluorescencia bajo luz ultravioleta. La longitud de onda para que la visualización sea 
óptima está alrededor de 400 μm. 
Entre los medios de cultivos más utilizados para aislamiento figura el King-B que permite la 
exteriorización de pioverdina, pigmento fluorescente. Este medio de cultivo es útil para el 
aislamiento de todas las Pseudomonas fluorescentes de plantas; las mismas que producen 
pigmentos fluorescentes difusibles, verdes o azules en este medio de cultivo deficiente de 
hierro después de 24 a 48 horas de crecimiento. Sus colonias fluorescentes pueden ser 
visualizadas cuando las placas son sometidas a 366 nm de luz UV. (Schaad, 2001). 
La eficacia de las Pseudomonas spp., como agentes de biocontrol, está estrechamente ligada 
a la producción de metabolitos secundarios (Walsh et al., 2001). Su importancia radica en la 
capacidad que tienen para producir un efecto benéfico sobre las plantas, ya sea como 
promotores del crecimiento vegetal (PGPR) o como agente de control biológico (Bashan et 
al., 2007). 
4.6.3 MECANISMO DE ACCIÓN DE Pseudomonas fluorescens  
4.6.3.1 INDUCCIÓN DE RESISTENCIA SISTEMICA (IRS) 
Según Vidhyasekaran, 2004, las bacterias pueden inducir diferentes mecanismos en las 
plantas: 
? Inducción de genes de defensa en las plantas colonizadas. 
? Acumulación de proteínas relacionadas a la patogénesis y compuestos fenólicos que 
contienen grupos o-hidroxi. 
? Producción de fitoalexinas. 
? Incremento de la actividad peroxidasa, lisozima, fenilalanina amonio liasa (PAL) y 
ácido salicílico. 
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? La presencia de lipopolisacárido en las paredes de las células bacterianas que actúan 
como elicitores e inducen la resistencia frente a ciertas enfermedades. 
 
4.6.3.2 PRODUCCIÓN DE REGULADORES DE CRECIMIENTO VEGETAL 
Pseudomonas fluorescens tiene la capacidad de sintetizar o cambiar la concentración de 
ciertas sustancias promotoras del crecimiento vegetal, tales como ácido indolacético  (AIA), 
ácido giberélico, citoquininas y etileno que pueden facilitar la absorción de nutrientes 
presentes en la solución del suelo (Vidhyasekaran, 2004). 
4.6.3.3 CONTROL BIOLÓGICO 
? Competencia por hierro (Fe +3) mediada por sideróforos. 
? Antibiosis. 
? Detoxificación y degradación de los factores virulentos. 
? Producción de enzimas líticas. 
? Algunas PGPR logran reducir enfermedades mediante el mecanismo de inducción de 
resistencia sistémica. 
En el caso de Pseudomonas spp, la síntesis del antibiótico fenazina tiene mayor importancia 
para que sobrevivan cuando la raíz está sana que si está infectada por Gaeumannomyces 
graminis var triciti. Las raíces infectadas tienen una población bacteriana mayor, 
probablemente debido a que los nutrimentos se escapan a través de las lesiones producidas 
por la infección. En cambio, la restricción de nutrimentos en las raíces sanas hace que la 
competencia por nutrimentos sea más intensa y que la síntesis de antibióticos para eliminar a 
los competidores sea más valiosa (Mazzola et al., 1992).  
Las vías de la síntesis de antibióticos por rizobacterias han comenzado a analizarse. Por 
ejemplo, se sabe que los genes tienden a estar agrupados y que algunos genes regulativos 
están ligados. En Pseudomonas fluorescens la síntesis de oomicina A requiere de al menos 
ocho genes. Aparentemente existen tres niveles de regulación de síntesis del antibiótico. El 
primero está afectado por las condiciones ambientales, el segundo por procesos metabólicos 
y el tercero por la concentración de antibiótico alcanzada (Cook et al., 1995). 
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La producción de antibióticos por la fauna microbiana contra patógenos, en la rizósfera, es 
análoga a la síntesis de fitoalexinas (defensa) por la planta. Se encontró que una proteína 
codificada en Pseudomonas muestra similitud con la chalcona-sintasa/stilbena sintasa de la 
vía del fenil-propano. En las plantas, estas enzimas tienen una función en la síntesis de 
flavonoides y fitoalexinas (Bangera et al., 1994).  
Esto sugiere que pudo haber ocurrido una transferencia genética entre planta y 
microorganismo o que ambos mecanismos pudieron haber tenido un origen evolutivo 
común. Probablemente los microorganismos produzcan compuestos como salicilato, que 
induce mecanismos de defensa en las plantas, de modo que también la participación de las 
plantas en su propia defensa puede ser activa y no solamente ofrecer un sitio para la 
competencia entre microorganismos (Cook, 1995). 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 
5.1 FASE CAMPO 
5.1.1 UBICACIÓN DEL ENSAYO 
En la fase de campo se muestrearon árboles de la especie Persea americana Mill., 
procedentes de campos de producción comercial y con objetivos de exportación de las 
zonas de Lima, Huaral y Casma,  
5.1.2 MATERIAL VEGETAL 
- Muestra de raicillas y suelo de campos de palto en producción, recolectadas de 
Casma, Huaral y La Molina. 
5.1.2 MUESTREO 
El muestreo se realizó en campos de palto localizados en Lima, Huaral y Casma, dichos 
campos reportaron problemas de pudrición radicular. En cada campo muestreado, se 
seleccionaron 10 árboles. De cada árbol se colectaron raicillas con un volumen de suelo 
rizosférico, de los cuatro puntos cardinales, con un equivalente total de 250 g. Cada árbol 
muestreado fue una submuesta. Las submuestras se depositaron en bolsas separadas 
cerradas herméticamente, las que fueron etiquetadas. Éstas a su vez transportadas y 
mantenidas en frío (uso de empaques Gel Pack), para mantener su temperatura y humedad, 
posteriormente llevadas al laboratorio de Fitopatología de la Universidad Nacional Agraria 
La Molina. 
5.2 FASE LABORATORIO 
5.2.1 UBICACIÓN DEL ENSAYO 
La fase laboratorio (aislamiento in vitro) se llevó a cabo en las instalaciones del 
Laboratorio del Departamento de Fitopatología de la Universidad Nacional Agraria La 
Molina, ubicado en el distrito de La Molina, Provincia y Departamento de Lima, situada a 
12° 05’ 06” S de latitud, 76° 57’07” W.G de longitud y 243.7 m.s.n.m. 
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5.2.2 MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIOS 
5.2.2.1 EQUIPOS 
- Autoclave vertical AL/D80L (Reles) 
- Asa bacteriológica o asa de Kohl 
- Balanza digital Adventurer (OHAUS) 
- Beakers de 1000 ml (Pyrex) 
- Bolsas de papel y polipropileno 
- Cámara fotográfica digital (Sony) 
- Luz ultravioleta baja o luz negra (366 nm) 
- Congeladora 
- Horno de secado o estufa 
- Horno microondas 
- Incubadora Thermo Scientific. 
- Matraces Erlenmeyer 
- Mechero 
- Microscopio óptico (Leica DM 750) 
- Parafilm 
- Placas Petri de plástico de 100 x 15 mm 
- Tubos de prueba 13x100 mm (Pyrex) 
- Lámina porta y cubreobjetos 
5.2.2.2 MEDIOS DE CULTIVO 
- Caldo de enriquecimiento asparagina para Pseudomonas spp. 
- Pseudomonas Agar F (King B) 
- Corn Meal Agar (CMA) 
- Potate Dextrosa Agar (PDA) 
- Triptona Soya Agar (TBS) 
- Agar Nutritivo (AN) 
- Agua peptonada  
5.2.2.3 SOLUCIONES Y REACTIVOS 
- Agua desionizada 
- Alcohol al 70 y 96°C 
- Glicerol 
- Pimaricina (Natamycin) 
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- Ampicilina 
- Rifampicina 
- Benomyl 
- Tetraciclina 
5.2.2.4 MICROORGANISMOS 
- Pseudomonas spp. y Phytophthora cinnamomi aisladas de rizósfera y suelo de 
campos de palto en producción, recolectadas de Casma, Huaral y La Molina. 
5.2.3 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA 
Se analizó por separado tanto la microflora de la rizósfera como la del suelo. En la cual, 
bajo condiciones asépticas se colocaron 3g de raíz de cada muestra en tubos de ensayo con 
9 ml de agua peptonada en agitación continua, realizándose 7 diluciones seriadas (10-1, 10-
2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6 y 10-7), adaptado del Manual de Laboratorio de Diagnóstico de 
hongos, bacterias y nemátodos fitopatógenos (Andres, 1991). Mientras que para la muestra 
de suelo cercano a la raíz se colocó 10 g en 90 ml de agua peptonada (proporción 1:9), 
siguiendo el mismo procedimiento anteriormente. 
Posteriormente, se utilizaron las últimas diluciones para ser sembradas en tubos con caldo 
asparagina (conteo de Pseudomonas) incubados a 27 °C durante cuatro días (Martínez, 
2010).  
5.2.4. CONTEO DE Pseudomonas spp. 
En cuanto a la cuantificación de Pseudomonas spp. se sembraron por triplicado 1 ml de la 
dilución (10-2 hasta 10-5) en tubos que contenían 9 ml de caldo asparagina, dichos tubos 
fueron incubados durante cuatro días a 37 °C (Burges, 1960). Se realizó éste procedimiento 
tanto para raíz como para suelo. Posteriormente, se evaluó la presencia de fluorescencia al 
ser expuestos a una cámara de luz ultravioleta de 366 nm (Schaad, 2001).  
5.2.5 AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE Pseudomonas spp. 
Los tubos que resultaron positivos (fluorescentes) al cultivo de caldo asparagina, fueron 
estriados en el medio de cultivo King-B e incubados por 48 horas y se evaluó la 
fluorescencia a la luz ultravioleta (366 nm) y la morfología de las colonias (Palleroni, 
2005). Luego se seleccionaron las colonias que resultaron positivas a la fluorescencia. 
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De cada aislamiento, se seleccionó una colonia, la que fue estriada en el medio de cultivo 
Triptona Soya Agar (TSA) para asegurar la pureza de cada aislamiento y ser guardadas en 
cuñas de agar TSA a 4 °C para los siguientes ensayos (Martínez, 2010). 
5.2.6 AISLAMIENTO DEL PATÓGENO (Phytophthora cinnamomi Rands) 
Se seleccionaron raicillas de 1-3 milímetros de diámetro que presentaron la sintomatología 
típica correspondiente a una pudrición negra y firme que se originaba desde la zona de 
elongación. Se procedió a lavar con agua destilada y se cortaron segmentos de 
aproximadamente 1 cm de largo que presentaban la zona de avance del patógeno. Luego se 
sumergió por unos segundos en una solución de alcohol al 70 %, con el fin de prevenir 
posibles contaminaciones (Zentmyer, 1980). 
Luego de estar seca la raíz, se cortaron pequeños trozos de tejido que contenían una parte 
de la lesión y otra de tejido de sano. Estos trozos de 1 a 2 mm2 de tejido enfermo y 
asintomático fueron sembrados en medio de cultivo selectivo CMA (Corn Meal Agar) con 
PARB (Pimaricina-Ampicilina-Rifampicina-Benomil) (Erwin y Ribeiro, 1996). Se incubó 
a 22 °C por siete días y se observó la velocidad de crecimiento de la colonia y sus 
características (Alvarado-Rosales et al., 2008). 
Al transcurrir los siete días correspondientes al tiempo de incubación, se procedió a extraer 
discos desde el margen de la colonia en activo crecimiento, que fueron repicados en medio 
de cultivo CMA y nuevamente incubadas a 22 ° C, para comprobar la pureza de la colonia. 
Los aislamientos de Phytophthora spp. utilizados en el presente trabajo de investigación se 
mantuvieron como colonia pura en CMA. 
Cada colonia pura en CMA se repicó en medio de cultivo de agar Jugo V8 por cuatro días 
a 21 °C. A partir de rodajas de micelio crecido en agar Jugo V8 que se introdujo en placas 
Petri conteniendo solución suelo al 1 %, se visualizó estructuras del patógeno como: 
esporangios (Figura 4). 
La identificación de P. cinnamomi fue siguiendo la clave Dichotomous Key to Taiwan 
Species of Phytophthora (Ho, 1992). 
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Figura 4: Vista microscópica de (A) Zoosporangios de Phytophthora cinnamomi, (B) 
Micelio toruloso, con protuberancias y vesículas y (C) Hifas cenocíticas. 
5.2.7 PRUEBA DE ANTAGONISMO CONTRA Phytophthora cinnamomi 
De cada aislamiento anterior, se identificaron las cepas que controlaron a Phytophthora 
cinnamomi, dichas cepas se utilizaron en la prueba de enfrentamiento en medio de cultivo 
Agar nutritivo. Se tuvo que preparar medio de cultivo en el que se incluyeran los reactivos 
correspondientes debido a que| por separado no se tuvieron los resultados de ésta prueba. 
En cada placa conteniendo medio de cultivo PDA+ King-B + Agar Nutritivo se colocó 
estriado del controlador (cepa de Pseudomonas spp.) y un disco del patógeno, de tal forma 
que los estriados del controlador queden alrededor del disco de patógeno (Figura 5) y luego 
se incubó a 24°C.  
 
Figura 5: Esquema de enfrentamiento de Pseudomonas spp. con P. cinnamomi. 
Esta metodología se realizó con el objetivo de identificar cepas de Pseudomonas spp. con 
mayor control sobre P. cinnamomi, que demuestren un mayor porcentaje de inhibición del 
crecimiento micelial radial del patógeno (%I). 
A 
B 
C J. Mamani 
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Las evaluaciones se realizaron diariamente, se midió el crecimiento radial del patógeno en 
cada placa y se observó el comportamiento de ambos organismos. A continuación se tiene 
la fórmula del porcentaje de inhibición del crecimiento micelial radial (%I): 
 
 
 
Donde: 
%I= Porcentaje de inhibición del crecimiento micelial radial 
C= Medida del crecimiento radial del patógeno (P. cinnamomi) en el control. 
T=Medida del crecimiento radial del patógeno (P. cinnamomi) en presencia del 
biocontrolador (Pseudomonas spp.). 
5.3 FASE INVERNADERO 
5.3.1 UBICACIÓN DEL ENSAYO 
La fase invernadero se llevó a cabo en las instalaciones del Invernadero de 
Experimentación del Departamento de Fitopatología de la Universidad Nacional Agraria 
La Molina, ubicado en el distrito de La Molina, Provincia y Departamento de Lima, 
situada a 12° 05’ 06” S de latitud, 76° 57’07” W.G de longitud y 243.7 m.s.n.m. 
5.3.2 MATERIAL VEGETAL 
Se utilizaron 40 plantones de palto var. Zutano de 4 meses de edad, las que previamente a 
la germinación se trataron (sumergieron en solución fungicida de Homai en dosis 5g/l de 
producto) según el protocolo de desinfección en el vivero del Programa de Investigación 
de Árboles Frutales de la Universidad Agraria La Molina. El trasplante a bolsas, se realizó 
a fines de enero del 2016 para luego ser llevadas al invernadero. 
5.3.3 PREPARACIÓN DEL SUSTRATO 
La mezcla de sustrato se constituyó de 50 % de suelo, 25 % de arena de río y 25 % de 
materia orgánica (Herrera y Narrea, 2011). Realizada la mezcla se esterilizó a 121 °C 
durante 15 minutos. Luego de llenar se utilizaron el sustrato en bolsas de polietileno negro 
de medidas 8x16x2.2 (5.5 l) dentro de las cuales se colocó el suelo estéril. Se procedió al 
trasplante de plantones de palto var. Zutano. Los plantones provinieron del vivero del 
programa de frutales. 
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5.3.4 PREPARACIÓN, DENSIDAD E INOCULACIÓN DEL CONTROLADOR 
Las cepas seleccionadas de Pseudomonas se sembraron en agua peptonada a 27 °C y 150 
rpm hasta alcanzar una población de 6x108 UFC/ ml (Martínez, 2010). 
5.3.5 INOCULACIÓN DEL PATÓGENO 
De acuerdo con Drenth y Sendall (2001) en la inoculación se usa micelio desarrollado en 
trigo previamente esterilizado a 121 °C, 15 lb.pulg-2 por 30 minutos por dos veces 
consecutivas. 
Para las especies de Phytophthora cinnamomi que no esporulan fácilmente, el uso de un 
sustrato natural dará los mejores resultados. La inoculación al sustrato es una buena 
alternativa de infección, que se ve favorecida con abundante riego (Mcintosh, 1964).   
La inoculación se hizo en plantones de palto de cinco meses de edad. La aplicación se hizo 
alrededor del sistema radicular del palto (Figura 6) a una profundidad de 5 cm (la dosis de 
inóculo fue 2.5 g de trigo con desarrollo micelial/kg de suelo) (Zentmyer y Richards, 
1952). La humedad del sustrato fue mantenida con riego periódico para favorecer el 
desarrollo del patógeno. 
             
Figura 6: Distribución del inóculo (micelio de Phytophthora cinnamomi) alrededor del 
sistema radicular de los plantones de palto (La Molina, 2016). 
J. Mamani 
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Para obtener una buena infección por Phytophthora, Drenth y Sendall (2001) recomiendan 
inundaciones durante tres días y ausencia de riego durante cuatro días. Estas secuencias 
crean el ideal ambiente para los zoosporangios y zoosporas de producción y un buen 
entorno para la infección por Phytophthora.  
Se inoculó el micelio de Phytophthora cinnamomi diez días después de realizado la 
inoculación del controlador según referencia de Martínez (2010) en Phytophthora 
infestans.  
5.3.6 PARÁMETROS A EVALUAR 
5.3.6.1 SEVERIDAD  
La severidad se midió mediante el procesamiento de fotografías digitales de raíces de palto 
por el programa ASSESS (Imagen analysis software for plant diseases quantification) 
distribuido por The American Phytopathological Society (Lamari, 2002). Los resultados se 
expresaron en porcentaje de tejido enfermo de las raíces. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Proceso de cuantificación del porcentaje de severidad de sistema radicular 
de palto cv. Zutano previamente inoculado con P. cinnamomi y Pseudomonas spp., 
usando programa ASSESS. 
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5.3.6.2 LONGITUD DE RAÍCES 
La longitud del sistema radicular fue calculada para cada repetición mediante el 
procesamiento de fotografías digitales por el programa ASSESS distribuido por The 
American Phytopathological Society (Lamari, 2002).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Proceso de cuantificación de la longitud de raíces de palto cv. Zutano 
previamente inoculado con P. cinnamomi y Pseudomonas spp., usando programa 
ASSESS. 
5.3.6.3 ALTURA DE PLANTA  
La evaluación se realizó con la ayuda de una regla milimetrada, se tomó la medida 
(longitud del tallo principal) desde el cuello de la planta hasta la yema terminal en el 
momento de inoculación del biocontrolador y al finalizar el experimento. Los resultaron se 
expresaron en centímetros. 
5.3.6.4 PESO FRESCO Y SECO DE RAÍCES 
Para obtener el porcentaje de materia seca, las raíces de la planta se colocaron en bolsas de 
papel para ser pesadas, luego se llevaron a la estufa a una temperatura de 70 °C por 48 
horas así obtener el peso seco; para la obtención de los pesos se usó una balanza 
electrónica los pesos fueron expresados en gramos.  
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5.3.6.5 PESO FRESCO Y SECO FOLIAR 
Para obtener el porcentaje de materia seca, las hojas y tallo de la planta se colocaron en 
bolsas de papel para ser pesadas, luego se llevaron a la estufa a una temperatura de 70 °C 
por 48 horas así obtener el peso seco; para la obtención de los pesos se usó una balanza 
electrónica, los pesos fueron expresados en gramos.  
5.3.7 CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE Pseudomonas spp. 
Se realizaron las siguientes pruebas bioquímicas (ver cuadro 1) según Bergey (2005): 
producción de pigmentos fluorescentes, resistencia a altas y bajas temperaturas y licuación 
de gelatina, con el fin de caracterizar cepas de Pseudomonas fluorescentes no patógenas 
del resto de especies. 
5.3.7.1 FLUORESCENCIA EN MEDIO DE CULTIVO King-B 
El medio de cultivo de King-B se utiliza para la detección de fluoresceína, un verde o azul 
fluorescente y soluble en agua. Después de un crecimiento de 24-48 horas a 27 °C; se 
observaron las colonias, previamente estriadas en King-B, con una lámpara ultravioleta de 
longitud de onda larga (366 nm). Las impurezas tales como hierro reprimen la formación 
de pigmento y la fluorescencia de pigmentos formados (Schaad, 2001).  
5.3.7.2 CRECIMIENTO A 4 °C.  
Las cepas de Pseudomonas spp. se sembraron (con asa de siembra) en tubos conteniendo 
medio de cultivo TSA, los que fueron incubados a 4 °C. Esta prueba permite diferenciar a 
P. putida y P. fluorescens, quienes muestran crecimiento en el medio de cultivo (resultado 
positivo a la prueba), de P. aeruginosa (patogénica al hombre) (Schaad, 2001). 
5.3.7.3 CRECIMIENTO A 41 °C 
Las cepas de Pseudomonas spp. se sembraron (con asa de siembra) en tubos conteniendo 
medio de cultivo TSA, los que fueron incubados a 41 °C. Esta prueba permite diferenciar a 
P. putida y P. fluorescens, quienes no muestran crecimiento en el medio de cultivo 
(resultado negativo a la prueba), de P. aeruginosa (patogénica al hombre) (Schaad, 2001). 
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5.3.7.4 LICUACIÓN DE GELATINA  
Esta prueba sirve para determinar la capacidad de un microorganismo de producir enzimas 
de tipo proteolítico (gelatinasas) que licuan la gelatina. Es positivo para Pseudomonas 
aeruginosa (patogénica) (Mac Faddin, 1980).  
Se prepararon los tubos conteniendo gelatina nutritiva (3 repeticiones por tratamiento). 
Luego se inocularon las cepas de Pseudomonas spp. por punción y se incubaron a 37 °C 
durante 48 horas. Por último, se colocaron en el refrigerador a 4 °C por 2 horas. La prueba 
fue positiva si el medio inoculado pasó a ser líquido y la prueba fue negativa si el medio 
inoculado mantiene sus características (Mac Faddin, 1980). 
Cuadro 1: Reacción de distintas especies de Pseudomonas spp. frente a distintas 
pruebas bioquímicas, Bergey (2005). 
5.4 DISEÑO EXPERIMENTAL 
El diseño estadístico que se empleó en la prueba de antagonismo contra Phytophthora 
cinnamomi, fue un diseño estadístico completamente al azar (DCA), con diez tratamientos 
de cepas aisladas de Pseudomonas spp., cuatro placas por tratamiento y tratamiento control 
del patógeno P. cinnamomi, el parámetro que se evaluó en esta prueba fue el porcentaje de 
inhibición del crecimiento micelial radial y las diferencias entre los promedio de cultivos 
se realizó a través de la prueba de Tukey (P= 0.05) (Martínez, 2010). 
En invernadero, el análisis estadístico de varianza ANOVA y prueba Tukey con un nivel 
de significancia al 5 %, para así identificar si hay o no diferencias significativas entre los 
resultados obtenidos con cada cepa evaluada. Todas las herramientas estadísticas de 
análisis se aplicaron con una confianza mínima del 95 % y se utilizó el software SAS 9.2 
(Martínez, 2010). 
 P. fluorescens P. putida P. aeruginosa 
Produce pigmentos 
fluorescentes 
+ + + 
Crecimiento a 4 °C + + - 
Crecimiento a 41 °C - - + 
Licuación de gelatina +/ - - + 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES 
6.1 AISLAMIENTO, PURIFICACIÓN E IDENTIFICACIÓN DE Pseudomonas spp. 
De las zonas muestreadas se obtuvo una densidad bacteriana de Pseudomonas spp. que 
varió entre 105 y 108 NMP/g de raíces y suelo seco. Estos valores están en el rango de 
aislamientos realizados por Fernández (2015) con una población de 103 - 106 NMP/g de 
rizósfera. En el Cuadro 3 se observa que la zona de Casma presentó los niveles más altos 
de densidad bacteriana debido a que el fundo muestreado promueve la flora microbiana 
con aplicaciones de materia orgánica. Se trabajó con cepas de Casma, por tener mayor 
potencial de inóculo en comparación con las otras zonas muestreadas. 
Cuadro 3: Conteo de Pseudomonas spp. (NMP/g) aisladas de suelos de costa. 
Zona NMP/g 
Lima Suelo 2.3x106 organismos /g de suelo 
Raíz 2.3x106 organismos/g de raíz 
Huaral Suelo 9.3x105 organismos /g de suelo 
Raíz 4.3x105 organismos/g de raíz 
Casma Suelo ˃1.1x108 organismos /g de suelo 
Raíz ˃1.1x108 organismos/g de raíz 
Los aislamientos que crecieron y emitieron fluorescencia en caldo asparagina fueron 
estriados en medio de cultivo King-B (llamado también Pseudomonas agar F) para el 
aislamiento de todas las Pseudomonas spp. (Schaad, 2001) tal como se observa en la Figura 
9 y 10, así diferenciarlas de otros microorganismos gram negativos que no emiten 
fluorescencia. Se obtuvieron 14 aislamientos positivos para dicha prueba; las que fueron 
codificadas en el Cuadro 4.  
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Figura 9: Fluorescencia de Pseudomonas spp., procedentes de campos en producción 
de palto, en diluciones (10-2 a 10-5) en caldo asparagina, de raíz y suelo de campos de 
producción de palto de La Molina (La Molina, 2015). 
 
 
Figura 10: Emisión de fluorescencia de aislamientos de Pseudomonas spp., 
procedentes de campos en producción de palto, en medio de cultivo King-B (La 
Molina, 2015). 
 
Cuadro 4: Cepas de Pseudomonas spp. aisladas de la rizósfera y suelo de campos de 
producción de palto de Casma (La Molina, 2015). 
Cepa Aislamiento 
R1, R2, R4, R5, R7 y R10 Raíz 
S1, S2, S3, S4, S6, S7, S9 y S10 Suelo 
 
J. Mamani 
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6.2 EFECTO ANTAGÓNICO PRUEBA in vitro 
En búsqueda del medio de cultivo más adecuado para el enfrentamiento de P. cinnamomi y 
Pseudomonas spp. se hicieron ensayos previos en medio de cultivo PDA y King-B. 
Cuadro 5: Descripción de tratamientos de enfrentamiento de P. cinnamomi y 
Pseudomonas spp. en medio de cultivo PDA y King-B 
Medio de cultivo Tratamientos Descripción 
PDA T3 Siembra 1°día Phy. 2°día Pseu. 
T4 Siembra 1°día Phy. 2°día Pseu. 
KING-B T3 Siembra 1°día Phy. 2°día Pseu. 
T4 Siembra 1°día Phy. 2°día Pseu 
 
El crecimiento de Pseudomonas spp. en medio de cultivo PDA es escaso y en el medio de 
cultivo King-B, exuberante (Figura 11).  Mohammed et al. (2004) observaron en 
confrontación in vitro de Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia) frente al patógeno 
P. capsici, que a los 5 días comenzó la degradación o muerte de micelio que se manifestó 
por la aparición de un color verde amarillento, acompañado de la desaparición del micelio 
fúngico. La zona necrosada fue aumentando y a los 10 días, la colonia de P. capsici quedó 
reducida a una masa gelatinosa de color amarillenta, observado también en los tratamientos 
del medio de cultivo King-B (Figura 11). El Instituto Cubano de Investigaciones de los 
Derivados de la Caña de Azúcar (ICIDCA) evaluó cepas de Pseudomonas frente al hongo 
Sclerotium rolfsii mediante cultivo dual en papa dextrosa Agar más King-B y Agar 
nutritivo, determinando la inhibición del crecimiento micelial del hongo.  
En el presente trabajo, debido que los resultados no fueron uniformes (Figura 11) se siguió 
lo desarrollado por el ICIDCA de usar medio de cultivo combinado (King-B+ PDA+ Agar 
nutritivo) en la prueba de antagonismo. 
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En la Figura 14, se observa que los aislamientos provenientes de suelo (S7, S10, S2, S9, 
S4, S1, S6 y S3) inhiben el avance de P. cinnamomi; siendo constante en el tiempo, 
mientras que en los aislamientos provenientes de raíces (R7, R10, R4 y R5) hay una fuerte 
inhibición a los 4 dds (días después de la siembra), pero se pierde rápidamente en el 
tiempo.  
Todas las cepas evaluadas (Figura 13) reportaron algún tipo de antagonismo variando los 
porcentajes de inhibición entre 28.3 a 47 % (Figura 15). En anteriores investigaciones Villa 
et al. (2005) encontraron que cepas de Pseudomonas spp., inhiben el crecimiento de 
Sclerotium rolfsii entre el 60 y 90 %. Otros estudios también reportan que Pseudomonas 
cepacia y P. fluorescens fueron significativas para suprimir P. cinnnamomi que crecieron 
en in vitro e in vivo (Turnbull et al., 1992; Yang et al., 2001).  
Los aislamientos R2, R5, R7, R10, S6 y S10 mostraron crecimientos por encima del 
micelio de P. cinnamomi, quedando reducido a una masa gelatinosa amarilla. A partir de 
ahí se tomaron muestras para ser vistas en microscopio. En aislamientos del 
enfrentamiento P. cinnamomi y Pseudomonas fluorescentes vistas en microscopio (40X), 
se observó en la Figura 12 la desintegración del contenido citoplasmático del micelio de P. 
cinnamomi. Esta misma degradación parcial o coagulación del contenido citoplasmático se 
observa en cultivos de Phytophthora capscici con Pseudomonas fluorescens en la que Diby 
(2005) lo atribuye a enzimas hidrolíticas. Broadbent y Baker (1974) también demostraron 
que P. putida y P. fluorescens aisladas de suelos de palto, causaron lisis masiva de micelio 
de P. cinnamomi in vitro. 
 
Figura 12: Desintegración o lisis de contenido citoplasmático de Phytophthora 
cinnamomi frente a Pseudomonas spp. Vista en microscopio (40x) (La Molina, 2015).
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En las pruebas de caracterización bioquímica, según Manual de Bergey, realizadas a las 
cepas de Pseudomonas spp. seleccionadas (R2, R5, R7, R10, S6 y S10) se obtuvo los 
resultados (Cuadro 6) en el cual se determina que las cepas evaluadas no correspondan a 
Pseudomonas aeruginosa (patogénica al hombre). 
Cuadro 6: Reacción de distintas cepas de Pseudomonas spp. a las pruebas 
bioquímicas (Schaad, 2001). 
 Produce pigmentos 
fluorescentes 
Crecimiento a 
4°C 
Crecimiento 
a 41°C 
Licuación 
de gelatina 
P. fluorescens + + - +/ - 
P. putida + + - - 
P. aeruginosa + - + + 
Cepa R2 + + - - 
Cepa R5 + + - - 
Cepa R7 + + - - 
Cepa R10 + + - - 
Cepa S10 + + - - 
Cepa S6 + + - - 
 
En el Cuadro 6 se observa la reacción positiva de fluorescencia bajo UV (366 nm) para 
todas las cepas promisorias de la presenta investigación las cuales corresponden a 
Pseudomonas fluorescentes, un rasgo característico de todas las especies de éste género 
(Noval, 1991).  
Rodríguez et al. (2005) demostraron que para aislar Pseudomonas aeruginosa (patógeno 
oportunista en humanos) se debe cultivar la bacteria en un medio de cultivo carente de 
carbohidratos (medio de cultivo gelatina), así demostrar la presencia de gelatinasas. Las 
cepas promisorias de Pseudomonas dieron resultado negativo a esta prueba (cuadro 6). Por 
tanto, resultan no patogénicas al hombre. 
Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens son incapaces de crecer a 42 °C y no 
producen piocianina a diferencia de P. aeruginosa, corroborado por la UK Standards for 
Microbiology Investigations (2015). 
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6.3 EVALUACIÓN EN INVERNADERO  
Para el ensayo se seleccionaron 6 cepas de Pseudomonas spp. (R2, R5, R7, R10, S6 y S10) 
que mostraron crecimientos por encima del micelio de P. cinnamomi, debido a que la 
acción de éstas cepas produjo la degradación del fitopatógeno tornándose en una masa 
gelatinosa amarilla. Luego se evaluó el efecto de la inoculación de cepas de Pseudomonas 
spp. sobre Phytophthora cinnamomi. Los resultados se muestran en los cuadros 7, 8, 9, 10, 
11, 12 y 13. Las pruebas ANOVA y Tukey en los Anexos 3-17. 
6.3.1 EVALUACIÓN DE LA SEVERIDAD EN RAÍCES DE PALTO 
Los tratamientos R5, S10, R10, R7 y R2 (60.4, 66.2, 69.0, 77.5, 78.4 y 90.7 % 
respectivamente) presentan porcentaje de severidad que no resulta significativamente 
diferente del tratamiento inoculado con el patógeno. Por otro lado el tratamiento S6 
presenta diferencia significativa con el tratamiento testigo y el tratamiento inoculado con 
P. cinnamomi con sólo 44.8 % de severidad en raíces de palto (Cuadro 7 y Figura 16). 
Cuadro 7: Efecto de la inoculación de Pseudomonas spp. y de la infección de P. 
cinnamomi sobre la severidad (%) de raíces de palto, bajo condiciones de 
invernadero. 
Tratamiento Cepas Severidad (%) 
T1 R2 60.4 ab 
T2 R5 90.7 a 
T3 R7 66.2 ab 
T4 R10 69.0 ab 
T5 S10 78.4 a 
T6 S6 44.8 b 
T7 Phy 77.4 a 
T8 Testigo   6.5 c 
Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente 
diferentes de (P > 0.05), según la prueba de comparación de medias HSD de Tukey. 
Se han descrito varios mecanismos posibles por los cuales las Pseudomonas del suelo 
suprimen a las condiciones relacionadas con la patogenicidad. Es así que De la Fuente et 
al. (2000) identificaron tres cepas nativas de Pseudomonas fluorescentes (UP61, UP143 y 
UP148) productoras de HCN, sideróforos fluorescentes como pioverdina, proteasas y 
antibióticos [2,4 diacetilfloroglucinol (DAPG), PLT (pioluterina), PRN (pirrolnitrina) y 
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derivados de fenazina] con actividad antifúngica. La producción de antibióticos por 
Pseudomonas fluorescentes también fue descrita por Thomashow y Weller (1996). 
En el Cuadro 16, las cepas R5 y S10 mostraron valores de severidad (90.72 y 78.45 %, 
respectivamente) por encima del testigo inoculado con P. cinnamomi (77.46 %), ésta 
pérdida de capacidad antagónica podría explicarse por la disminución de la población de 
estas cepas, así lo explican Van Overbeek, et al. (1997) que el suelo no rizosférico puede 
ser desfavorable para el crecimiento microbiano, y la introducción de suspensiones 
bacterianas a menudo resultan en disminuciones rápidas en el tamaño de la población y en 
la actividad.  
 
Figura 16: Porcentaje de severidad de P. cinnamomi frente a la inoculación de cepas 
de Pseudomonas spp. en palto bajo condiciones de invernadero. 
En la Figura 17 se observa que el mejor tratamiento en el control de P. cinnamomi en 
invernadero fue el T6 (inoculado con la cepa S6 de Pseudomonas spp.) con un 59.04 % de 
control.  
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Figura 17. Porcentaje de control de P. cinnamomi frente a la inoculación de cepas de 
Pseudomonas spp. en palto bajo condiciones de invernadero. 
 
Por tanto el efecto del tratamiento S6 podría explicarse por mecanismos como la 
competencia por el hierro, la competencia por sitios de colonización y por los nutrientes 
exudados de la raíz, así como la inducción de mecanismos de defensa de las plantas (Van 
Weels et al, 1997). Otro mecanismo de control es la producción de enzimas extracelulares, 
como las quitinasas, laminarasas y glucanasas que pueden degradar las paredes de las 
células fúngicas. Van Weels et al (1997) aislaron una cepa de Pseudomonas stutzeri que 
produjo quitinasa y laminarasa extracelulares, y encontraron que estas enzimas digieren y 
lisan el micelio de Fusarium solani.  
6.3.2 EVALUACIÓN DE LA LONGITUD DE RAÍCES DE PALTO 
El efecto de Pseudomonas spp., en la longitud de raíces de palto presentó diferencia 
significativa entre tratamientos. En todos los tratamientos se observó menor longitud de 
raíces en comparación del tratamiento testigo (Cuadro 8). Por tanto las cepas de 
Pseudomonas inoculadas influyeron en el crecimiento radicular, pero no lograron 
diferencia significativa respecto al testigo. 
Los tratamientos S6, R2 y S10 presentaron longitudes de raíces mayores (1142.2, 841.1 y 
989.1, respectivamente) al control inoculado con el patógeno (648.1), siendo los mejores 
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según la prueba de Tukey (Cuadro 8), dichos resultados serían explicados por Marques et 
al (2010) quienes afirman que la producción de IAA por PGPR generalmente provoca la 
elongación y acumulación de P y N en los tejidos de la planta. En el sistema radicular, se 
ha visto que los altos niveles de IAA incrementan la formación de raíces laterales y 
adventicias, pero inhibe el crecimiento de la raíz primaria. 
 
Cuadro 8: Efecto de la inoculación de Pseudomonas spp. y de la infección de P. 
cinnamomi sobre la longitud de raíces de palto, bajo condiciones de invernadero.  
Tratamiento Cepas Longitud de raíces 
T1 R2   989.1 b 
T2 R5   160.6 c 
T3 R7   672.2 bc 
T4 R10   640.5 bc 
T5 S10   841.1 b 
T6 S6 1142.2 b 
T7 Phy   648.1 bc 
T8 Testigo 3924.6 a 
Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente 
diferentes de (P > 0.05), según la prueba de comparación de medias HSD de Tukey. 
 
En la Figura 18 se observa mayor intervalo de varianza en las repeticiones del T8 (testigo 
absoluto).  
 
Figura 18. Longitud de raíces de palto de tratamientos inoculados con cepas 
Pseudomonas spp. frente a P. cinnamomi bajo condiciones de invernadero. 
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6.3.3 EVALUACIÓN DEL INCREMENTO DE ALTURA DE PLANTA DE PALTO 
De los 6 tratamientos probados, la inoculación de las cepas S6 y R2 presentaron mayor 
incremento de altura, 11.4 y 9.3 cm respectivamente, en comparación con el tratamiento 
testigo (Cuadro 9 y Figura 19). No existe diferencia significativa entre los tratamientos S6 
y R2 según la prueba Tukey al 95 %. Este mejoramiento del crecimiento también fue 
observado en la década de los 70, donde algunas cepas de Pseudomonas fluorescentes 
mejoraban el crecimiento de papa y caña de azúcar cuando eran aplicadas a las semillas 
(Schroth y Hancock, 1982). 
Cuadro 9: Efecto de la inoculación de Pseudomonas spp. y de la infección de P. 
cinnamomi sobre el incremento de altura (cm) de palto, bajo condiciones de 
invernadero. 
Tratamiento Cepas Incremento de altura (cm) 
T1 R2   9.3 ab 
T2 R5   4.0 d 
T3 R7   7.6 bc 
T4 R10   5.1 cd 
T5 S10   3.1 d 
T6 S6 11.4 a 
T7 Phy   2.1 d 
T8 Testigo   4.5 d 
Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente 
diferentes de (P > 0.05), según la prueba de comparación de medias HSD de Tukey. 
 
En la figura 19 se observa que en todos los tratamientos con inoculación de Pseudomonas 
spp. los valores de la media están por encima de la del testigo inoculado con P. 
cinnnamomi (2.1 cm). Los tratamientos inoculados con cepas de Pseudomonas spp. 
presentan mayor amplitud del intervalo de varianza de sus repeticiones. 
Las Pseudomonas pueden actuar como promotores del crecimiento de plantas en dos 
formas: directamente por supresión de patógenos o indirectamente a través de la secreción 
de fitohormonas y vitaminas, o por incremento de la absorción de minerales por planta.   
Glick (1995) propone que las Pseudomonas pueden manifestar sus efectos promotores de 
crecimiento de forma indirecta, estimulando la acciones benéfica de otros 
microorganismos asociados a la raíces, como las micorrizas. Cuando la estimulación del 
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crecimiento vegetal se produce en ausencia de otros microorganismos, debido a la 
producción de fitohormonas estimuladoras del crecimiento vegetal o a la degradación de 
precursores del etileno en la raíz por parte de estas bacterias. 
 
Figura 19. Incremento de altura de palto de tratamientos inoculados con cepas 
Pseudomonas spp. frente a P. cinnamomi bajo condiciones de invernadero. 
 
6.3.4 EVALUACIÓN DEL PESO FRESCO RADICULAR 
En cuanto al peso fresco foliar, los tratamientos S10 y S6 (45.68 y 45.22 g) presentan 
diferencia significativa respecto al tratamiento inoculado con P. cinnamomi (30. 88 g), 
pero menor al tratamiento testigo absoluto (148.64 g), observado en el Cuadro 10. Para 
esta variable las repeticiones de cada tratamiento fueron valores cercanos, así menor 
intervalo de varianza. 
 
Cuadro 10: Efecto de la inoculación de Pseudomonas spp. y de la infección de P. 
cinnamomi sobre el peso fresco radicular (g) de palto, bajo condiciones de 
invernadero. 
Tratamiento Cepas Peso fresco foliar (g) 
T1 R2   33.32    b c 
T2 R5   17.34    c 
T3 R7   31.50    b c 
T4 R10   31.50    b c 
T5 S10   45.68    b 
T6 S6   45.22    b 
T7 Phy   30.88    b c 
T8 Testigo 148.64    a 
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Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente 
diferentes de (P > 0.05), según la prueba de comparación de medias HSD de Tukey. 
 
 
Figura 20: Peso fresco radicular de palto de tratamientos inoculados con cepas 
Pseudomonas spp. frente a P. cinnamomi bajo condiciones de invernadero.  
 
6.3.5 EVALUACIÓN DE LA MATERIA SECA RADICULAR 
Con respecto al porcentaje de materia seca de raíces, existe diferencia significativa entre 
los tratamientos, resultando mejor el tratamiento S10 con 29 % de materia seca de raíces, 
en comparación con el testigo inoculado con P. cinnamomi (18.68 %). Faggioli et al. 
(2007) también observaron que la inoculación de plantas de maíz con PGPR no influye 
significativamente en la altura pero si en el porcentaje de materia seca (cuadro 11 y figura 
21) 
Cuadro 11: Efecto de la inoculación de Pseudomonas spp. y de la infección de P. 
cinnamomi sobre la materia seca radicular (%) de palto, bajo condiciones de 
invernadero. 
Tratamiento Cepas Materia seca radicular (%) 
T1 R2 24.2  a b c d 
T2 R5 25.7  a b c 
T3 R7 27.9  a b 
T4 R10 27.5  a b 
T5 S10 29.6  a 
T6 S6 22.1  b c d 
T7 Phy 18.6  d 
T8 Testigo 20.3  c d 
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Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente 
diferentes de (P > 0.05), según la prueba de comparación de medias HSD de Tukey. 
 
En la figura 21 se observa que de los mejores tratamientos (R2, R5, R7 y S10), el 
tratamiento T4 (cepa R7) presentó menor intervalo de varianza en sus repeticiones.  
 
Figura 21: Materia seca radicular (%) de palto de tratamientos inoculados con cepas 
Pseudomonas spp. frente a P. cinnamomi bajo condiciones de invernadero. 
 
6.3.6 EVALUACIÓN DEL PESO FRESCO FOLIAR 
En cuanto al peso fresco foliar, los tratamientos R7 y S6 (110.4 y 91.8 g) presentan 
diferencia significativa respecto al tratamiento inoculado con P. cinnamomi (48.7 g), pero 
menor al tratamiento testigo absoluto (156.68 g), observado en el Cuadro 12. 
 
Cuadro 12: Efecto de la inoculación de Pseudomonas spp. y de la infección de P. 
cinnamomi sobre el peso fresco foliar (g) de palto, bajo condiciones de invernadero. 
Tratamiento Cepas Peso fresco foliar (g) 
T1 R2   74.8 bcd 
T2 R5   66.7 cd 
T3 R7 110.3 b 
T4 R10   69.0 cd 
T5 S10   81.6 bcd 
T6 S6   91.7 bc 
T7 Phy   48.6 d 
T8 Testigo 154.6 a 
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Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente 
diferentes de (P > 0.05), según la prueba de comparación de medias HSD de Tukey. 
 
 
Figura 22: Peso fresco foliar de palto de tratamientos inoculados con cepas 
Pseudomonas spp. frente a P. cinnamomi bajo condiciones de invernadero. 
                                                                                                                                                                                                              
6.3.7 MATERIA SECA FOLIAR 
En el Cuadro 13, entre los tratamientos no existe diferencia significativa; pero en la figura 
30 se observa que las repeticiones de los tratamientos T2 (R5), T3 (R7) y T5 (S10) 
presentan valores máximos por encima del valor máximo dele testigo absoluto (T). 
 
Cuadro 13: Efecto de la inoculación de Pseudomonas spp. y de la infección de P. 
cinnamomi sobre la materia seca foliar (%) de palto, bajo condiciones de invernadero.  
Tratamiento Cepas Materia seca foliar (%) 
T1 R2 32.2  a 
T2 R5 36.3  a 
T3 R7 36.3  a 
T4 R10 31.9  a 
T5 S10 33.1  a 
T6 S6 33.1  a 
T7 Phy 31.6  a 
T8 Testigo 36.0  a 
Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente 
diferentes de (P > 0.05), según la prueba de comparación de medias HSD de Tukey. 
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En la figura 23 se observa que los valores de la media de los tratamientos inoculados con 
Pseudomonas spp. (R2, R5, R7, R10, S10 y S6) están por encima de la media del 
tratamiento inoculado con P. cinnamomi. 
 
 
Figura 23: Materia seca foliar (%) de palto de tratamientos inoculados con cepas 
Pseudomonas spp. frente a P. cinnamomi bajo condiciones de invernadero. 
En el Cuadro 14 y Figura 24 se observa que el mejor tratamiento en el control de P. 
cinnamomi es el T6 (cepa S6), sin embargo esta cepa no logra alcanzar un alto porcentaje 
de materia seca radicular. Por otro lado con la inoculación de la cepa S10 (T5) se consigue 
mayor desarrollo radicular, por tener mayor valor en porcentaje de materia seca. 
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6.3.8 CONTEO DE Pseudomonas spp. AISLADAS DE SUELO Y RAÍCES DE 
PALTO BAJO CONDICIONES DE INVERNADERO 
A partir del sustrato utilizado en el invernadero, se hicieron aislamientos de suelo y raíz de 
cada tratamiento. Se observó presencia de Pseudomonas spp. en diluciones de 105 a 107 
(Cuadro 15 y Figura 25). Bloemberg et al., (2001) recalcan la importancia de la 
colonización de las raíces y la competencia de la rizósfera en el uso de rizobacterias que 
promueven el crecimiento de las plantas en la práctica agrícola. De ahí la importancia de 
evaluar la presencia de Pseudomonas fluorescentes, por el Número Más Probable (NMP). 
Las cepas inoculadas de Pseudomonas spp. se mantuvieron presentes a los largo del 
experimento en invernadero. 
Cuadro 15: Conteo de Pseudomonas spp. aisladas de plántulas de palto de 
invernadero (La Molina, 2016) 
Tratamiento NMP/g 
R2 1.1x107 organismos/g de raíz 
R5 1.1x107 organismos/g de suelo 
R7 2.1x105 organismos/g de suelo 
R10 1.1x107 organismos/g de raíz 
S10 1.1x107 organismos/g de suelo 
S6 1.1x107 organismos/g de suelo 
 
 
Figura 25: Evaluación de NMP/g suelo y raíz aisladas de los tratamientos inoculados 
(La Molina, 2016) 
  62 
 
VII. CONCLUSIONES 
 
1. El suelo muestreado de la zona de Casma presentó mayor población de 
Pseudomonas spp.  
2. Los aislamientos de Pseudomonas spp. aislados de suelo muestran mayor efecto 
controlador sobre Phytophthora cinnamomi que los provenientes de raíces, 
evaluado en in vitro. 
3. La cepa de Pseudomonas spp. S6 (T6) muestra mayor control de P. cinnamomi en 
invernadero. 
4. La cepa de Pseudomonas spp. S10 (T5) muestra mayor desarrollo radicular en 
invernadero. 
5. Se descartó que todas las Pseudomonas spp. inoculadas fueran patogénicas al 
hombre (Pseudomonas aeruginosa). 
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VIII. RECOMENDACIONES 
 
1. Evaluar formas de incrementar poblaciones de Pseudomonas spp. promisorias para 
ser aplicados en campo. 
2. Se recomienda usar la combinación de las cepas S6 y S10, aisladas durante el 
experimento. 
3. Evaluar persistencia de Pseudomonas spp. en el suelo a lo largo del tiempo. 
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X. ANEXOS 
Anexo 1: Datos de avance de P. cinnamomi en centímetros frente a Pseudomonas spp. 
en prueba in vitro. 
Tratamientos  4dds 5dds 7dds 
R1 5.55 5.55 5.55 
R2 5.3 5.3 5.3 
R4 5.5 6.6 8 
R5 5.3 6.5 8 
R7 5.1 6.3 7.5 
R10 5.25 6.35 7.7 
S1 5.55 5.55 5.55 
S2 5 5 5 
S3 5.95 5.95 5.95 
S4 5.5 5.5 5.5 
S6 5.8 5.8 5.8 
S7 4.4 4.4 4.4 
S9 5.15 5.15 5.15 
S10 4.65 4.65 4.65 
Testigo 6.55 7.55 8.3 
Anexo 2: Datos de porcentaje de severidad de P. cinnamomi frente a Pseudomonas 
spp. en prueba in vitro. 
 Tratamiento 4dds 5dds 7dds 
R1 66.9 66.9 66.9 
R2 63.9 63.9 63.9 
R4 66.3 79.5 96.4 
R5 63.9 78.3 96.4 
R7 61.4 75.9 90.4 
R10 63.3 76.5 92.8 
S1 66.9 66.9 66.9 
S2 60.2 60.2 60.2 
S3 71.7 71.7 71.7 
S4 66.3 66.3 66.3 
S6 69.9 69.9 69.9 
S7 53.0 53.0 53.0 
S9 62.0 62.0 62.0 
S10 56.0 56.0 56.0 
Testigo 78.9 91.0 100.0 
  
Anexo 3: Cuadro de datos de las variables evaluadas en palto en invernadero luego de 
la inoculación de P. cinnamomi y cepas de Pseudomonas spp. (La Molina, 2016). 
Tratamiento Severidad 
(%) 
Longitud 
de raíces 
Incremento 
de altura 
(cm) 
Peso 
fresco 
raíces 
(g) 
Materia 
seca 
raíces 
(%) 
Peso 
fresco 
foliar 
(g) 
Materia 
seca 
foliar 
(%) 
1 49.78 892.58 11.5 39.1 27.9 86.6 34.2 
1 32.00 735.27 8 29.7 26.5 49.8 25.1 
1 92.80 978.38 8.5 36.4 22 92.1 32.7 
1 63.55 1162.71 8.5 35.3 22.9 98.5 35.1 
1 64.18 1176.71 10 26.1 21.7 47.3 34.3 
2 82.35 155.99 5 12.7 29.9 60.6 37.5 
2 99.92 121.43 2 17 24.3 54.6 32.2 
2 99.30 158.20 2.5 12.9 24.7 63.8 47.4 
2 80.45 172.63 5.5 21.4 28.9 58.2 29.1 
2 91.58 194.89 5 22.7 21.1 96.3 35.3 
3 65.54 523.45 6 31 30 98.6 38.3 
3 39.93 596.28 6 33.4 26.4 101.6 31.5 
3 91.55 576.107 10 29.7 17.5 112.8 40.3 
3 76.57 868.78 8 24.1 33.2 106.4 37.5 
3 57.78 796.37 8 39.3 32.7 132.5 34.1 
4 54.33 475.06 3 27.7 25.3 62.8 35.8 
  
Tratamiento Severidad 
(%) 
Longitud 
de raíces 
Incremento 
de altura 
(cm) 
Peso 
fresco 
raíces 
(g) 
Materia 
seca 
raíces 
(%) 
Peso 
fresco 
foliar 
(g) 
Materia 
seca 
foliar 
(%) 
4 82.78 526.18 3.5 29.1 30.8 54.9 29.5 
4 83.22 697.14 4 32 28.7 55.5 27.7 
4 54.60 700.35 7.5 33.8 25 70.8 29.4 
4 70.24 803.79 7.5 34.9 27.7 101.2 37.3 
5 71.87 838.19 2.5 59 25.1 85.4 38.3 
5 83.45 716.60 2 31.9 27.6 61.6 18.7 
5 82.78 822.78 2.5 30.8 33.9 71 37.1 
5 61.23 867.32 4.5 58.5 29.8 82.4 35.4 
5 92.95 960.52 4 48.2 31.7 108 36.1 
6 31.85 981.10 14 50.3 22.5 115.5 33.3 
6 16.32 822.87 11 49.8 20.9 81.3 29 
6 65.28 1276.63 10.5 43.6 23.5 75.1 34.5 
6 47.43 1382.34 10.5 43.7 23.3 77.6 29.5 
6 63.36 1248.24 11 38.7 20.7 109.3 39.4 
7 89.84 321.64 2 25.2 15.8 63.7 37.9 
7 71.53 588.34 3.5 31.4 19.6 40.9 31.1 
7 78.70 333.26 2 35.4 19.5 35 22 
7 86.18 958.29 1.5 27.1 18.9 41 33.8 
7 61.08 1038.93 1.5 35.3 19.6 62.8 33.2 
  
Tratamiento Severidad 
(%) 
Longitud 
de raíces 
Incremento 
de altura 
(cm) 
Peso 
fresco 
raíces 
(g) 
Materia 
seca 
raíces 
(%) 
Peso 
fresco 
foliar 
(g) 
Materia 
seca 
foliar 
(%) 
8 6.89 3444.47 3.5 147.5 17.7 164 33.4 
8 6.46 3098.27 4.5 160.6 23.6 173.1 36.9 
8 7.39 3922.97 5 131.1 23.9 166.1 39.1 
8 6.03 4522.52 6 167.8 18.4 161.7 35.7 
8 6.12 4634.79 3.5 136.2 18.2 108.5 34.9 
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Anexo 4: Procedimiento ANOVA para la severidad en plantones de palto 
                                                Suma de        Cuadrado de 
Fuente                         DF      cuadrados        la media         F-Valor 
Modelo                          7    23850.75038     3407.25005     14.47 
Error                            32      7534.63232       235.45726 
Total corregido            39    31385.38270 
 
                    Fuente                 Pr > F 
                    Modelo                 <.0001 
                    Error 
                    Total corregido 
 
Variable dependiente: Y 
         R-cuadrado      Coef Var      Raíz MSE       Y Media 
           0.759932      24.85773      15.34462      61.72975 
 
                                                                Cuadrado de 
Fuente                     DF       Anova SS       la media        F-Valor 
Tra                            7      23850.75038   3407.25005     14.47 
 
Anexo 5: Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para la severidad en 
plantones de palto 
            Alpha                                                          0.05 
            Error Degrees of Freedom                             32 
            Error de cuadrado medio                    235.4573 
            Valor crítico del rango estudentizado   4.58106 
            Diferencia significativa mínima             31.437 
    Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. 
      Tukey Agrupamiento         Media      N    Tra 
                        A                      90.720      5    2 
                        A                      78.456      5    5 
                        A                      77.466      5    7 
                  B    A                     69.034      5    4 
                  B    A                     66.274      5    3 
                  B    A                     60.462      5    1 
                  B                            44.848      5    6 
                             C                   6.578      5    8 
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Anexo 6: Procedimiento ANOVA para la longitud de raíces de plantones de palto 
                                            Suma de         Cuadrado de 
Fuente                     DF      cuadrados          la media         F-Valor 
Modelo                      7     47671638.36     6810234.05        78.21 
Error                         32     2786325.81       87072.68 
Total corregido         39    50457964.18 
 
                    Fuente                 Pr > F 
                    Modelo                 <.0001 
                    Error 
                    Total corregido 
 
Variable dependiente: Y 
         R-cuadrado      Coef Var      Raíz MSE       Y Media 
           0.944779      26.17566      295.0808      1127.310 
 
                                                                  Cuadrado de 
Fuente                     DF       Anova SS            la media      F-Valor 
Tra                            7       47671638.36     6810234.05     78.21 
 
Anexo 7: Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para la longitud de raíces 
de plantones de palto 
            Alpha                                                          0.05 
            Error Degrees of Freedom                             32 
            Error de cuadrado medio                    87072.68 
            Valor crítico del rango estudentizado   4.58106 
            Diferencia significativa mínima             604.54 
    Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. 
      Tukey Agrupamiento         Media      N    Tra 
                       A                       3924.6      5    8 
                       B                       1142.2      5    6 
                       B                         989.1      5    1 
                       B                         841.1      5    5 
                 C    B                         672.2      5    3  
                 C    B                         648.1      5    7 
                 C    B                         640.5      5    4 
                 C                                160.6      5    2 
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Anexo 8: Procedimiento ANOVA para incremento de altura en plantones de palto 
                                                   Suma de      Cuadrado de 
Fuente                        DF          cuadrados       la media          F-Valor 
Modelo                         7       365.9437500     52.2776786       23.80 
Error                            32        70.3000000      2.1968750 
Total corregido            39      436.2437500 
 
                    Fuente                 Pr > F 
                    Modelo                 <.0001 
                    Error 
                    Total corregido 
Variable dependiente: Y 
         R-cuadrado      Coef Var      Raíz MSE       Y Media 
           0.838852      25.17513      1.482186      5.887500 
 
                                                                    Cuadrado de 
Fuente                     DF       Anova SS          la media           F-Valor 
Tra                           7        365.9437500     52.2776786        23.80 
 
Anexo 9: Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para incremento de altura 
en plantones de palto 
            Alpha                                                          0.05 
            Error Degrees of Freedom                             32 
            Error de cuadrado medio                    2.196875 
            Valor crítico del rango estudentizado   4.58106 
            Diferencia significativa mínima             3.0366 
    Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. 
      Tukey Agrupamiento         Media      N    Tra 
                         A                   11.4000      5    6 
                  B    A                      9.3000      5    1 
                  B    C                      7.6000      5    3 
                  D    C                      5.1000      5    4 
                  D                             4.5000      5    8 
                  D                             4.0000      5    2 
                  D                             3.1000      5    5 
                  D                             2.1000      5    7 
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Anexo 10: Procedimiento ANOVA para para peso fresco radicular en plantones de 
palto 
                                                 Suma de      Cuadrado de 
Fuente                          DF      cuadrados       la media         F-Valor 
Modelo                          7    60673.26000     8667.60857    122.03 
Error                            32     2272.91600       71.02862 
Total corregido            39    62946.17600 
 
                    Fuente                 Pr > F 
                    Modelo                 <.0001 
                    Error 
                    Total corregido 
 
Variable dependiente: Y 
 
         R-cuadrado      Coef Var      Raíz MSE       Y Media 
             0.963891      17.55436      8.427848      48.01000 
 
                                                                   Cuadrado de 
Fuente                     DF       Anova SS        la media          F-Valor 
Tra                            7      60673.26000     8667.60857    122.03 
Anexo 11: Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para peso fresco 
radicular en plantones de palto 
            Alpha                                                          0.05 
            Error Degrees of Freedom                             32 
            Error de cuadrado medio                     71.02862 
            Valor crítico del rango estudentizado   4.58106 
            Diferencia significativa mínima              17.266    
 
 Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. 
      Tukey Agrupamiento         Media      N    Tra 
                       A                       148.640      5    8 
                       B                         45.680      5    5 
                       B                         45.220      5    6 
                  C    B                       33.320      5    1 
                  C    B                       31.500      5    3 
                  C    B                       31.500      5    4 
                  C    B                       30.880      5    7 
                  C                              17.340      5    2 
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Anexo 12: Procedimiento ANOVA para % materia seca radicular en plantones de 
palto 
                                                 Suma de       Cuadrado de 
Fuente                          DF      cuadrados       la media          F-Valor 
Modelo                          7    526.4950000     75.2135714        6.39 
Error                            32    376.5560000     11.7673750 
Total corregido            39    903.0510000 
 
                    Fuente                 Pr > F 
                    Modelo                 <.0001 
                    Error 
                    Total corregido 
 
Variable dependiente: Y 
 
         R-cuadrado      Coef Var      Raíz MSE       Y Media 
              0.583018      13.98150      3.430361      24.53500 
 
                                                                     Cuadrado de 
Fuente                     DF       Anova SS            la media       F-Valor 
Tra                             7       526.4950000     75.2135714      6.39 
 
Anexo 13: Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para % materia seca 
radicular en plantones de palto 
            Alpha                                                          0.05 
            Error Degrees of Freedom                             32 
            Error de cuadrado medio                    11.76737 
            Valor crítico del rango estudentizado   4.58106 
            Diferencia significativa mínima              7.0278 
     
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. 
           Tukey Agrupamiento         Media      N    Tra 
                          A                          29.620      5    5 
             B          A                           27.960      5    3        
             B          A                           27.500      5    4 
             B          A    C                     25.780      5    2 
             B    D   A    C                     24.200      5    1 
             B    D          C                     22.180      5    6 
                    D          C                     20.360      5    8 
                    D                                  18.680      5    7   
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Anexo 14: Procedimiento ANOVA para peso fresco foliar en plantones de palto 
                                               Suma de         Cuadrado de 
Fuente                         DF      cuadrados         la media        F-Valor 
Modelo                          7    37641.12175     5377.30311     14.51 
Error                            32    11861.46800      370.67088 
Total corregido            39    49502.58975 
 
                    Fuente                 Pr > F 
                    Modelo                 <.0001 
                    Error 
                    Total corregido 
                      
Variable dependiente: Y 
 
         R-cuadrado      Coef Var      Raíz MSE       Y Media 
              0.760387      22.07322      19.25281      87.22250 
 
                                                              Cuadrado de 
Fuente                     DF       Anova SS       la media     F-Valor 
Tra                           7     37641.12175     5377.30311     14.51 
 
Anexo 15: Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para peso fresco foliar en 
plantones de palto 
            Alpha                                                          0.05 
            Error Degrees of Freedom                             32 
            Error de cuadrado medio                    370.6709 
            Valor crítico del rango estudentizado   4.58106 
            Diferencia significativa mínima              39.443 
 
   Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. 
 
        Tukey Agrupamiento         Media      N    Tra 
 
                                    A             154.68      5    8 
                                    B             110.38      5    3 
                             C    B               91.76      5    6 
                             C    B    D        81.68      5    5 
                             C    B    D        74.86      5    1 
                             C          D         69.04      5    4 
                             C          D         66.70      5    2 
                                          D         48.68      5    7 
 
  85 
 
Anexo 16: Procedimiento ANOVA para %Materia Seca Foliar  
                                                 Suma de    Cuadrado de 
Fuente                         DF      cuadrados       la media        F-Valor 
Modelo                          7     145.184000      20.740571      0.75 
Error                            32     879.192000      27.474750 
Total corregido            39    1024.376000 
 
                    Fuente                 Pr > F 
                    Modelo                 0.6283 
                    Error 
 
Variable dependiente: Y 
 
         R-cuadrado      Coef Var      Raíz MSE       Y Media 
             0.141729      15.48947      5.241636        33.84000 
 
                                                                  Cuadrado de 
Fuente                     DF       Anova SS         la media        F-Valor 
Tra                           7       145.1840000     20.7405714      0.75 
 
                    Fuente                 Pr > F 
 
Anexo 17: Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para %Materia Seca 
Foliar 
            Alpha                                                          0.05 
            Error Degrees of Freedom                             32 
            Error de cuadrado medio                    27.47475 
            Valor crítico del rango estudentizado   4.58106 
            Diferencia significativa mínima             10.739 
   Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. 
   Tukey Agrupamiento         Media      N    Tra 
                    A                        36.340      5    3 
                    A                        36.300      5    2 
                    A                        36.000      5    8 
                    A                        33.140      5    6 
                    A                        33.120      5    5 
                    A                        32.280      5    1 
                    A                        31.940      5    4 
                    A                        31.600      5    7 
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Anexo 18: Conteo de Pseudomonas spp. (NMP/g) aisladas de suelos de costa. 
Zona 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 NMP/g 
Lima 
Suelo 3 3 3 3 0 0 2.3x106 organismos /g de suelo 
Raíz 3 3 3 3 0 0 2.3x106 organismos/g de raíz 
Huaral 
Suelo 3 3 3 2 0 0 9.3x105 organismos /g de suelo 
Raíz 3 3 3 1 0 0 4.3x105 organismos/g de raíz 
Casma 
Suelo 3 3 3 3 3 3 ˃1.1x108 organismos /g de suelo 
Raíz 3 3 3 3 3 3 ˃1.1x108 organismos/g de raíz 
 
Anexo 19: Conteo de Pseudomonas spp. aisladas de plántulas de palto de invernadero 
(La Molina, 2016) 
Tratamiento 10-3 10-4 10-5 10-6 NMP/g 
R2 3 3 3 3 1.1x107 organismos/g de raíz 
R5 3 3 3 2 1.1x107 organismos/g de suelo 
R7 3 2 2 0 2.1x105 organismos/g de suelo 
R10 3 3 3 2 1.1x107 organismos/g de raíz 
S10 3 3 3 2 1.1x107 organismos/g de suelo 
S6 3 3 3 3 1.1x107 organismos/g de suelo 
 
Anexo 20: Para serie de 3 tubos con 0.1, 0.001 y 0.001 g. NMP por gramo con un 95% 
de confianza. 
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Anexo 21: Medios de cultivo 
- Agua peptonada 
Ingredientes                                         Gramos/Litro 
Digerido péptico de tejido animal          10 
Cloruro sódico                                          5 
Final pH a 25°C                                  7.2+-0.2 
Suspender 15 gramos en 1000 ml de agua destilada. Esterilizar a 15 libras de presión y 
121°C por 15 minutos. 
- Pseudomonas Agar F (King B) 
Ingredientes                                         Gramos/Litro 
Acido caseína                                           10 
Peptona                                                     16 
Sulfato potásico                                        10 
Cloruro de magnesio                                   1.4 
Agar                                                          11 
Final pH at 25°C                                  7.1+-0.2 
Suspender 48.9 gramos y 10 gramos de Glicerol en 1000 ml de agua destilada. Esterilizar a 
15 libras de presión y 121°C por 15 minutos. 
- Triptona Soya Agar (TSA) 
Ingredientes                                         Gramos/Litro 
Digerido pancreático de caseina              15 
Digerido papaínico de soja                        5 
Cloruro sódico                                           5 
Agar                                                         15 
Final pH at 25°C                                  7.3+-0.2 
Suspender 40 gramos en 1000 ml de agua destilada. Esterilizar a 15 libras de presión y 
121°C por 15 minutos. 
 
